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PEPTIDESANTITHRQMBOTIOUES. 



L'invention concerne l'utiiisation d'un peptide compose d'une betaine associe'e a un 
acide amine par une liaison peptidique, afin d'eliminer ou de prevenir les atteintes 
physiopathologiques vasculaires resultant de i'ischemie et de la thrombose. 

Selon i'invention les acides amines pouvant etre associes a la betaine par une liaison 
peptidique sont : l'aspartate, glutamate, lysine, arginine, histidine, serine, threonine, aspargine, 
glutamine, alanine, valine, leucine, isoieucine, proline, methionine, phenylalanine, glycine, 
cysteine, tyrosine et tryptophane. 

L'invention se rapporte a 1'activite curative et preventive de ce peptide dans la 
pathogenie des maladies thromboemboliques et hemostatiques d'origine arterielles ou 
veineuses. En efFet il apparait que V administration d'un peptide, compose d'une betaine 
associee a un acide amine par une liason peptidique, evite la formation du thrombus veineux ou 
arteriel et exerce une puissante action thrombolytique et fibrinolytique en dissolvant le caillot 
ou le thrombus deja forme. 

L'invention consiste en ce que le peptide exerce une activite tant a 1'etat 
prethrombotique qu'a 1'etat post-thrombotique. En efFet, le peptide a une activite preventive 
en empSchant la formation des thrombi et une activite curative en inhibant la thrombose. 
L'inteYSt de I'invention reside dans le fait que l'utiiisation de ce peptide ne pr^sente aucun 
risque hemorragique par opposition aux molecules et traitements actuellement utilises. 

Les thromboses vasculaires sont une reponse de I'organisme face a l'agression de la 
paroi du vaisseau et de son contenu cellulaire et plasmatique. La thrombose est une masse 
organisee d'elements sanguins (plaquettes, globules rouges et globules blancs), de fibrine et 
d'autres proteines plasmatiques, qui est deposee a la surface ou qui obstrue la lumiere du 
systeme cardio-vasculaire. Les mecanismes de la thrombose ressemblent a ceux de l'hemostase, 
mais sont pathologiques par ia localisation intravasculaire anormale. 

Les thromboses et les embolics sont la cause principale des complications cliniques des 
maladies cardio-vasculaires et de 1'atherosclerose. 

II existe plusieurs types de thromboses qui peuvent survenir au niveau des arteres, des veines, 
de la microcirculation des organes, des cavites du cceur et des surfaces artificielles en contact 
avec le sang. Les thromboses vasculaires sont une reponse de I'organisme a l'agression de la 
parol du vaisseau et de son contenu cellulaire et plasmatique. La thrombose est une masse 
organisee d'elements sanguins (plaquettes, globules rouges et globules blancs), de fibrine et 
d'autres protetnes plasmatiques, qui est deposee a la surface ou qui obstrue la lumiere du 
systeme cardio-vasculaire. Les mecanismes de la thrombose ressemblent a ceux de l'hemostase, 
mais sont pathologiques par Ia localisation intravasculaire anormale. 

Les thromboses et les embolics sont la cause principale des complications cliniques des 
maladies cardio-vasculaires et de l'atheroscierose. 

D'apres Virchow, au moins trois types de facteurs thrombogenes determinent la 
localisation, 1'extension et la regression d'une thrombose : 
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- Les facteurs hemodynarniques et rheologiques; 

- La lesion endothelial; 

- L'activation des constituants du sang, en particulier des plaquettes et de la coagulation 
5 qui aboutit a la formation de thrombine. 

La maladie thromboembolique, d'origine arterielle ou veineuse reste la cause principle 
de deces dans les pays developpes. 

10 La thrombose arterielle est souvent une complication de 1'atherosclerose alors que la 

thrombose veineuse resuke plus frequemment d'un deficit en un inhibiteur de la coagulation et 
de la fibrinolyse ou d'une stase. En effet, si tous les deux resultent d'une interaction entre 3e 
sang et la paroi vasculaire, la formation d'une thrombose veineuse et/ou par une anomalie de 
Phemostase. La thrombose arterielle est le plus souvent secondare a une anomalie parietale et 

15 implique principalement les plaquettes sanguines. Elle contribue a une large variete de tableaux 
cliniques selon les Iits arteriels interesses par 1'interruption de la vascularisation. La thrombose 
peut atteindre principalement les arteres cardiaques (coronaires), les arteres des membres 
inferieurs, cerebrates ou digestives. Ainsi, la maladie arterielle favorise la formation du 
thrombus lui meme responsable de la majorite des occlusions vasculaires terminales. De plus la 

20 participation du desordre de Themostase et du thrombus forme a d'autres lesions vasculaires 
est manifeste : aggravation des lesions de la paroi, ischemie et troubles de la microcirculation. 

On peut distinguer trois strategies therapeutiques dans la prevention des accidents li6s aux 
thromboses. 

25 Les anticoagulants. lis constituent l'element majeur de la prise en charge d'un patient 

presentant une affection thromboembolique. L'lieparine et ses derivees sont couramment 
utilises, dependant, Tutilisation des heparines peut engendrer deux complications majeures, 
rhemorragie ou la thrombopenie. 

Les anti-vitamines K (AYK). Prescrites pour des traitements au long cours, elles ne 

30 peuvent Stre utilisees dans Turgence et ne peuvent etre prescrites simultanement avec d'autres 
anti-agregants dont elles potentialisent 1' effet hemorragique. 

Les anti-agregants plaquetaires. Presents pour prevenir ia thrombose arterielle iiee a 
1'atherosclerose. Actuellement les principaux inhibiteurs du fonctionnement plaquetaire 
prescrits sont ; l'aspirine, la ticlopidine, le dipyridamole, et certains anti-inflammatoires non 

35 steroi'diens comme le flurbiprofene, la prostacycline. Ces traitements possedent une reelle 
efficacite toute en presentant des effets indesirables sur les patients a terrains allergiques ou 
hemorragiques. 

Tous ces traitements malgre leurs efficacite necessitent des precautions particulieres dans leurs 
utilisations, telles que 1" administration d'antidotes, les problemes de surdosages et les effets 
40 secondaires non desirables. II etait done interessant de trouver une molecule a haut potentiel 
antithrombotique sans effets indesirables. 

La betaine est connue pour son role osmoprotecteur, il est apparu de maniere tout a fait 
inattendue qu'en associant un acide amine par une liaison peptidique a la betaine } le peptide 
45 ainsi obtenu possedait un haut potentiel d'efficacite contre les risques thromboemboliques et 
ischemiques tout en ne presentant aucun effet indesirable. En effet, les resultats experimentaux 
lies a la toxicite de la molecule demontrent sa parfaite innocuite 



50 
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Ii apparait done que le peptide peut etre utilisee pour diverses applications cliniques telles que 

- les maladies cardio-vasculaires (infarctus, angine de poitrine, anevrisme, 
5 atherosclerose, embolie pulmonaire, phlebite, insuffisarice cardiaque), 

- Les accidents de circulation sanguine dans le cerveau et leur prevention, 

- les chocs post-traumatiques d'origine chirurgicale ou non. 

- La prevention des accidents de microcirculation dans les cas siiivants :diabete, 
hemophilic, chimiotherapie, age, contraception orale par les oestrogenes, obesite, 

10 tabagisme, prothese. 

La prevention 'des risques lies a radministration des produits de contraste ioniques 
et non ioniques. 

MATERIEL ET METHODE 

15 

A/ Principe 

Dans ce modele, la lesion de la paroi vasculaire est induite par un faisceau laser. Ce 
faisceau d'un diametre de 2 micrometres, entraTne une lesion limitee de ^endothelium vasculaire 
(seulement 1 a 2 cellules sont detruites). La mise a riu du sous-endothelium, surface 

20 thrombogene, amene l'adhesion des plaquettes par I'intermediaire de la glycoproteine lb. Cette 
adhesion des plaquettes est suivie par leur activation. Elle forment des pseudopodes et 
secretent le contenu de leurs granules. Cette activation entralne 1'apparition de la glycoproteine 
Ilb-HIa necessaire a 1'agregation des plaquettes entre elies. Cela en presence du fibrinogene. 
Cette lesion est induite au niveau de la microcirculation mesenterique du rat. Elle est 

25 immediatement suivie par la formation d'un thrombus (quelques secondes). Ce thrombus qui 
grossit rapidement, sous 1'efFet du flux sanguin, embolise avant de se former a nouveau. 



B/ Methode 
30 b : Animaux 

Cette etude necessite des rats Wistar males. Leur poids est compris entre 250 et 300 grammes. 

L'evaluation de 1'efFet du peptide a ete mene conjointement a I' etude de deux 
molecules pharmacologiquement actives utilisees comme reference: 1'acide acetylsalicylique et 
35 Theparine. 

Apres une periode de stabulation de 8 jours, les rats sont soumis a un jeune de 12 
heures. lis sont ensuite anesthesies.Une laparotomie mediane est effectuee et le mesentere 
peut alors etre degage, puis place sur la piatine du microscope. Trois arterioles et une veinule, 
d'un diametre compris entre 15 et 25 um, sont visualisees puis analysees pour chaque rat. Au 

40 cours de 1'experience, le mesentere sera regulierement humidifie avec une solution isotonique 
de chlorure de sodium a 0.9% maintenue a 37° C, afm d'eviter son dessechement. En effet, 
1'eclairement de la preparation est realise grace a une lampe halogene puissante qui peut 
assecher le mesentere. La puissance du faisceau laser a la sortie du tube est de 120 mW, et ce 
faisceau est applique sur i'arteriole pendant l/15 cnie de seconde. Ces parametres ont fait 

45 l'objet d'etudes preliminaires et ont ete valides. 

Dans les exemples suivants on etudiera le peptide glycine-betiiine dont la formule est: 



3{CH3) N CH2 CO NH CH2 COOH 
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EXEMPLES: 



Exemple 1 : Evaluation du nombre d'emboles et de la duree d'embolisation apres 
5 alteration vascuiaire par les tirs lasers 





Nombre d'emboles 


Duree d'embolisation 
(minutes) 


Temoin negatif (NaCi 
0.9%) 


5.33 ±0.58 


2±0 


Giycine-betai'ne 5mg/kg 


2±0 


1±0 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


l±1 


0,33 ±0,58 


Heparins 2 mg/kg 


2,67 ± 0,58 


1±0 



Les resultats montrent que le peptide reduit d'une facon significative Ie nombre d'emboles et le 
temps d'emboiisation apres alteration vascuiaire par des tirs lasers. 

10 

Exemple 2 : Evaluation du temps d'hemorragie provoquee 





THP (secondes) 


Temoin negatif (NaCI 
0.9%) 


101.52 ±5.7 


Glycane-betaYne 5mg/kg 


95 ±5 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


276,67 ± 20,82 


Heparine 2 mg/kg 


313,33 ±20 



Les resultats montrent que !e peptide diminue significativement ie temps d'hemorragie 
15 provoquee comparativement aux temoins positifs. 

Exemple 3: Evaluation de Pagregation plaquetairc apres alteration vascuiaire par (es 
tirs lasers 





Amplitude (Ohms) 


Velocite (Ohms/min) 


Temoin (NaCl 0.9%) 


13 ±1 


9± 1 


Glycine-betaifne 5mg/kg 


0.66 ± 1.15 


1.66± 1.15 


Acide acetylsalicylique 
100 mg/kg 


2,33 ± 2.08 


2± 1 


Heparine 2 mg/kg 


4.33 ±0.57 


2.66 ±0.50 
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Les resultats montrent que 3e peptide diminue signtficativement Ies parametres de I'agregation 
plaquetaire comparativement aux temoins positifs. 



Exemple 4 : Evaluation de I'effet de la vis a vis dcs cellules sanguines 
a/ Denombrement des plaquettes 





Nombre de plaquettes (10 9 ) 


Temoii, «£gatif (NaCl 
U.9%) 


788 ±30.14 


Glycine-betame 5mg/kg 


804.67± 20.03 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


855.33 ±63.17 


Heparine 2 mg/kg 


777.33 ± 6.43 



b/ Denombrement des globules blancs 





Nombre des globules blancs 
(10 9 ) 


Temoin negatif (NaCl 
0.9%) 


5.03 ± 0.20 


Giycine-betaine 5mg/kg 


4.43± 0.32 


Acide acetylsalicyHque 
lOOmg/kg 


4.33 ± 1.00 


Heparine 2 mg/kg 


5.80 ±0.10 



c/ Denombrement des globules rouges 





Nombre des globules 
rouges (10 9 ) 


Temoin negatif (NaCl 
0.9%) 


6.56 ±0.15 


Giycine-betaine 5mg/kg 


6.19 ±0.25 


Acide acetylsalicyHque 
lOOmg/kg 


6.15 ± 0.31 


Heparine 2 mg/kg 


6.20 ± 0.20 
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Exemple 5 : Bilan biologique 
a/ Temps de Quick 





TQ (secondes) 


Temoin negatif (NaCl 
0.9%) 


17 ±1 


Glycine-betaTne 5mg/kg 


16.9 ± 1.05 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


18.33 ±2.08 


Heparine 2 mg/kg 


29.50 ±0.52 



b/ Temps de cephalme acttvee (TCA) 





TCA (secondes) 


Temoin negatif (NaCI 
0.9%) 


20.5 ± 0.5 


Glycine-betaTne 5mg/kg 


39.9 ±1.05 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


27.26 ±1.1 


Heparine 2 mg/kg 


39.46 ±1.36 



d Dosage du fibrinogene 





Fibrinogene (g/1) 


Temoin negatif (NaCI 
0.9%) 


2.45 ±0.19 


Glycine-betaTne 5mg/kg 


1,7 ± 0.1 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


2.19 ±0.33 


Heparine 2 mg/kg 


2.13 ±0.25 
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d/ Dosage de I'alpha.2-Antip]asmine (a2AP) 





a2AP(%) 


Temoin negatif (NaCI 
0.9%) 


30.16 ±0.85 


Glycine-betaine 5mg/kg 


29.7 ±0.68 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


29.36 ± 0.92 


Heparinc 2 mg/kg 


29.4 ± 1.01 



e/ Dosage de I'Antithromfaine 3 (AT3) 





AT3(%) 


Temoin negatif (NaCI 
0.9%) 


86 ±3 


Glycine-beta'me 5mg/kg 


89.5 ±1.37 


Acide acetylsalicylique 
100 mg/kg 


85.33 ±3.51 


Heparine 2 mg/kg 


77.66 ± 1.52 



10 

Commentaire : Dans les etudes menees sur la base du modele de thrombose 
experimentale induite par lesion endotheliale, Papplication d'un tir laser sur la parol vasculaire 
provoque une destruction limitee de quelques cellules endotheliales. Cette destruction 
provoque I'activation du complexe plaquette-paroi vasculaire qui est immediatement suivie 

15 par I'activation de Phemostase plasmatique declenchant ainsi le processus d'apparition d'une 
thrombose. Rappelons que ce modele experimental, largement utilise par ailieurs (Seiffge D. et 
col!., 1989 ; Weichter W. et coll., 1983), est regule par des inhibiteurs endogenes de 
l'agregation plaquetaire : prostacycline et ses analogues (Maraganore J.M., 1993). D'ou 
I'interet represents par ['utilisation de ce modele pour etudier les efFets des produits de 

20 contraste, car il permet l'observation directe de la formation du thrombus au site de la lesion 
vasculaire. Ces resultats expliquent ('apparition d'occiusions thrombotiques lors des 
angioplasties, surtout chez des patients, dont l'endothelmm est deja endommage ou lese. 
L'angioplastie coronaire cause une denudation de l'endothelium, exposant le 
co!lagene,re!astine et les cellules musculaires lisses au sang circulant, en analogie avec le 
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modele de thrombose experimentale utilise. Ainsi, 1'apparition de nouveaux thrombi est 
plus etevee chez des patients presentant un infarctus du myocarde recent ou une plaque 
coronaire excentrique. 

Le traitement avec le peptide inhibe les complications thromboemboliques declenchees 
par ies tirs lasers. En effet, ce traitement avec ie peptide, avant les tirs lasers diminue 
1'adhesion des pkquettes et leur agregation au niveau vasculaire. 

Le traitement avec le peptide inhibe les complications thromboemboliques. En effet, ce 
traitement avec le peptide, avant Tinduction de la thrombose, a montre un haut potentiei 
antithrombotique au niveau de tous les parametres entrant en jeu dans le processus de la 
formation du thrombus. De plus, les resultats des parametres biologiques demontrent la 
parfaite innocuite du peptide qui contrairement aux produits de reference utilises (aspirine et 
heparine), n'induit aucun effet secondaire (voir exemples ). Ces caracteristiques conferent au 
peptide , en plus de son efficacite demontree, la particularite de pouvoir etre administre aux 
personnes a risque (diabetiques, hemophiles, allergiques). 

Le peptide selon l'exemple 1 reduit tres significativement le nombre d'emboies par 
rapport au temoin. Le peptide n'a pas d'activite hemorragique (exemple 2). L'exemple 3 
demontre l'activite anti-agregante du peptide. Les resultats de Pexemple 4 demontrent qu'il 
n'y a pas de difference dans le denombrement des cellules sanguines par rapport au temoin. Le 
resultat experimental de l'exemple 5, c, demontre un haut potentiei fibrinolytique et anti- 
infiammatoire du peptide. 

II est a noter que, dans les memes conditions experimentales, pour la conservation du 
sang le peptide est apparu comme possedant un haut pouvoir anti-coagulant comparativement 
a des tubes heparines ou contenant de l'E.D.T.A. Les doses actives du peptide sont apparues 
entre 3 et 5 rng par tube a hemolyse.Ce resultat experimental demontre un haut potentiei 
anticoagulant du peptide. L'utilisation du peptide comme anticoagulant peut etre revendiquee, 
tant pour le traitement du corps humain, in vivo, que pour la conservation du sang ex vivo, 
pour la circulation extracorporeile en chirurgie ainsi que la conservation d'organes pour les 
transplantations. 

Dans le cadre de la recherche sur les effets anti-thrombotiques et dans le souci de 
completer i'approche de I'efficacite du peptide glycine-betaine, nous avons evalue I'effet de ce 
peptide sur I'augmentation des risques thromboemboliques lies a l'utilisation des produits de 
contraste connus pour leurs pouvoirs prothrombotiques. 

Deux produits de contrastes ont ete etudies : Hexabrix® (ionique) et Iopamidol ® (non 
ionique) 



09900403 



Exemple 6 : Evaluation du n ombre d'emboles et de la duree d'embolisation apres 
alteration vasculaire par les tirs lasers et administration des produits de contrastes. 





Nombre d'emboles 


Duree d'embolisation 
(minutes) 


Temoin negatif (NaCI 
0.9%) 


5.33 ± 0.58 


2±0 


Hexabrix® 


8±1 


3.67 ±0.58 


Iopamidol® 


• -11.67±0.50 


6.33 ± 0,52 


Glycine-b6tame 5mg/kg + 
Hexabrix® 


4± 1 


2±0 


Glycine-betaine 5nig/kg + 
Iopamidol® 


5.33 ±0.58 


2.33 ±0.48 


Exemple 7 : Evaluation du te 


mps d'hemorragie provoquee (THP) 





THP (secondes) 


Temoin negatif (NaCI 
0.9%) 


101.52 ±5.7 


Hexabrix® 


195 ± 13.23 


Iopamidol® 


128 ±7.64 


Glycine-betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


150 ±5 


Glycine-betamc 5mg/kg + 
Iopamidol® 


111 ±6.60 



10 Exemple 8: Evaluation de l'agregation plaquetaire apres alteration vasculaire par les 
tirs lasers 





Amplitude (Ohms) 


Veiocite (Ohms/min) 


Temoin negatif (NaCI 
0.9%) 


13 ±1 


9± 1 


Hexabrix® 


6 ± I 


5.66 ±0.57 


Iopamidol® 


15 ±2.64 


12.33 ±0,50 


Glycine-betaine Smg/kg + 
Hexabrix® 


2 ± I 


5±0 


Glycine-betaine 5mg/kg + 
Iopamidol® 


4.66 ± 0.52 


9.33 ±0.8 
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Exemple 9 : Evaluation de 1'effet du peptide vis a vis des cellules sanguines 
a/ Denombrement des plaquettcs 





Nombre piaquettes (10 9 ) 


Temoin negatif (NaCl 
0.9%) 


788.33 ±30.14 


Hexabrix® 


620 ± 10 


Iopamidol® 


585.67 ±23.54 


Glycine-betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


669.67 ± 7.37 


Glycine-betaine 5mg/kg + 
Iopamidol® 


704.33 ± 92.33 



b/ Denombrement des globules Wanes 





Nombre globules blancs 
(io 9 ) 


Temoin negatif (NaCl 
0.9%) 


5.03 ± 0.20 


Hexabrix® 


2.96 ±0.21 


Iopamidol® 


3.06 ±0.35 


Glycine-betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


4.20 ±0.1 


Glycine-betaine 5mg/kg + 
Iopamidol® 


3.9 ±0.3 


d Denombrement des globules rouges 




Nombre globules rouges 

no 9 ) 


Temoin negatif (NaCI 
0.9%) 


6.56 ±0.1 5 


Hexabrix® 


5.43 ± 0.47 


Iopamidol® 


5.5 ± 0.36 


Glycine-betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


6.5 ±0.15 


Glycine-betaine 5mg/kg + 
Iopamidol® 


6.6 ±0.19 
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Exemple 10 : Bilan biotogique 
a/ Temps de Quick 







Temoin negatif (NaCl 
0.9%) 


17± 1 


Hexabrix® 


24.13 ± 1 


To pa mid ol® 


28.1 ±0.75 


Glycine-betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


16.36± 0.56 


Glycine-betaine Smg/kg + 
Iopamidol® 


17.83 ± 1.2 


)/ Temps de cephaline activ6 (TCA) 




TCA (secondes) 


Temoin negatif (NaCI 
0.9%) 


20.5 ±0.5 


Hexabrix® 


49.3 ±1.85 


Iopamidol® 


41.33 ±0.8 


Glycine-betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


25.4 ±0.61 


Glycine-betaine 5mg/kg + 
Iopamidol® 


22.4 ± 0.7 



c/ Dosage du fibrinogene 





Fibrinogene (g/1) 


Temoin negatif (NaCl 
0.9%) 


2.45±0.19 


Hexabrix® 


1.49±0.18 


Iopamidol® 


1.5 ±0.8 


Glycine-betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


1.7 ±0.09 


Glycine-betaine 5mg/kg + 
Iopamidol® 


1.9 ±0.1 
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d/ Dosage de 1' alpha. 2-Antiplasm in e (a2AP) 





a2AP(%) 


Temoin negatif (NaCI 
0.9%) 


30.16 ±0.85 


Hexabrix® 


23.26 ± 1.06 


lopamidol® 


25.23 ± 0.95 


Glycine-betame 5mg/kg + 
Hexabrix® 


25.66 ±0.64 


Glycine-betame 5mg/kg + 
lopamidol® 


28.13 ±0.8 



e/ Dosage de 1'Antithrombine 3 (AT3) 





AT3(%) 


Temoin negatif (NaCI 
0.9%) 


86.3 ± 3 


Hexabrix® 


81.63 ±0.66 


lopamidol® 


70.6 ±1.51 


Glycine-betame Smg/kg + 
Hexabrix® 


79.1 ± 1.05 


Glycine-beta'me 5mg/kg + 
lopamidol® 


87.26 ± 0.9 



Commentaire : L' administration des produits de contraste, diminue le nombre de 
globules blancs, Ie nombre de globules rouges et ie nombre de plaquettes. Les produits de 

15 contraste interagissent avec les leucocytes, induisent la liberation de leukotrienes, augrnentent 
ainsi la permeabilite vasculaire et exercent un effet chimiotactique. De plus, les produits de 
contraste agissent sur le controle de 1'expression de la P-se!ectine et provoquent l'adhesion des 
globules blancs a l'endothelium vasculaire . II a ete suggere que l'utilisation des produits de 
contraste etait associee avec 1'apparition de thrombus d'importance variable en fonction du 

20 produit utilise. Cela signifie que Teffet de ces produits sur la fonction plaquetaire est different 
et que les resultats obtenus dans les etudes experimentales doivent avoir une importance en 
Clinique Humaine. 
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Le traitement avec ie peptide inhibe les complications thromboemboliques associees a 
{'utilisation des produits de contraste. En efFet, ce traitement avec le peptide, avant ou 

5 pendant 1'injection des produits de contraste, diminue l'adhesion des plaquettes et leur 
agregation au niveau vasculaire .Ces resultats demontrent 1'effet anti-thrombotique et 
thrombolytique du peptide glycine-betaine. Ii est a noter que les produits de contraste 
peuvent avoir d'autres effets secondares telle que la stase sanguine au niveau des catheters et 
les lesions endothelials causees par les procedures d'administrations elles- memes. Le peptide 

10 remedie a ces effets indesirables. 



CONCLUSION 

15 

Le peptide glycine-betaine possede les memes, voire de meilleures, caracteristiques 
therapeutlques que les anti-coaguiants et les anti-agregants etudies (acide acetylsalicylique et 
i'heparine ), tout en ne presentant aucun effet indesirabie. 

20 

Les performances superieures en terme d*efiicacite therapeutique du peptide glycine- 
betaine par rapport a ces deux molecules ( acide acetylsalicylique et heparine ) incitent a la 
formulation d'un medicament ayant pour principe therapeutiquement actif un peptide comme 
decrit par l'invention soit: une betaine associee a un des acides amines cites. Ce medicament 
25 revendiquant, pour le moins , 1'indication anti-coagulant et I'indication anti-agregant. 
L'efficacite de ces peptides ne se iimitant pas aux exemples decrits. 

De plus le haut potentiel anticoagulant du peptide, et selon les resultats experimentaux , 
permet une conservation efficace du sang. 
30 Ces resultats demontres pour le peptide glycine-betaine ainsi que ses proprietes 
therapeutiques peuvent etre revendiques pour les autres peptides comme decrits et selon 
l'invention. 
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Exemplell: Evaluation de 1'efFet du peptide glycine-betaine vis-a-vis de ia thrombose 
veineuse induite par stase. 



5 1. But de l'etude 

II est d'etudier I'efFet du peptide glycine-betaine vis-a-vis de Ia thrombose veineuse induite par 
stase. Le modele de thrombose experimentale induite par stase a ete developpe dans 3e but 
d'etudier la thrombose profonde, les mecanismes impliques et leur traitement. Ce modele a ete 
realise dans le but d'eyaluer i'activite anti-thrombotique et thrombolytique de la glycine 
10 betaine. 



2. Protocole experimental 

Rats Wistar d'un poids compris entre 250 g et 300 g. 
15 Nombre de rats : 3 rats / lot 



- Les rats ont ete anesthesies a la ketamine et apres une laparotomie mediane la veine cave 
inferieure (juste au dessus de la veine renale gauche), a ete isolee. 

- ligature a TO 

20 - injection sous cutanee du produit 

a) Premiere experience : injection du produit a TO + 2 h; prelevement des catllots a TO + 3 h, 
TO + 4 h et TO + 6h (tableau 1). 

25 b) Deuxieme experience : injection du produit a TO + 4 h; prelevement des caillots a TO + 5 h 
et TO + 6 h (tableau 2). 



Apres prelevement et sechage pendant 24 h a temperature ambiante, les caillots sont peses. 
30 L'efFet du produit est evalue par rapport au poids des caillots comparativement au poids des 
caillots controle. 
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3. Resultats 

i Tableau 1 



- Ligature a TO 

- Injection de la glycine betaine a TO + 2 h 

- Prelevement des caiilots a TO + 3 h, a TO + 4 h et a TO + 6 h 





T0 + 3h 


T0 + 4h 


T0 + 6h 


controle 


2,5 ± 0,75 


4 ± 0,92 


5,1 ± 1,02 


glycine betaine 
2,5mg/kg 


2 ± 0,58 


1,2 ± 0,81 


0,7 ± 0,15 


glycine betaine 
5mg/kg 


1,92 ± 0,31 


0,9 ± 0,15 


0,65 ± 0,2 



10 

Les valeurs sont exprimees en mg. 



Tableau 2 



15 

- Ligature a TO 

- Injection de la glycine betaine a TO + 4 h 

- Prelevement des caiilots a TO + 5 h et a TO + 6 h 





T0 + 5h 


TO +6h 


controle 


4,2 ± 0,13 


6 ± 0,48 


glycine betaine 
2,5mg/kg 


3,3 ± 0,27 


2,2 ± 0,32 


glycine betaine 
5mg/kg 


2,9 ± 0,88 


1,8 ± 0,72 



20 



Conclusion : Les resultats demontrent la puissante activste anti-thrombotique et 
thrombolytique du peptide glycine-betaine qui induit une lyse presque complete des caiilots. 
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REVENDICATIQNS 

1 . Un peptide compose d'une betaine associee a un acide amine par une liaison 
peptidique, caracterise en ce que les acides amines pouvant etre associes a la betaine par une 
liaison peptidique sont : 1'aspartate, glutamate, lysine, arginine, histidine, serine, threonine, 
aspargine, glutamine, alanine, valine, leucine, isoleucine, proline, methionine, phenylalanine, 
glycine, cysteine, tyrosine et tryptophane. 

2. Utilisation d'un peptide compose d'une betai'ne associee a un acide amine par une 
liaison peptidique, afin d'eliminer ou de prevenir les atteintes physiopathologiques vasculaires 
resultant de l'ischemie et de la thrombose dans un corps vivant . 

3. Un peptide selon la revendication 1 caracterise en ce que les acides amines pouvant 
etre associes a la betaine par une liaison peptidique sont : 1'aspartate, glutamate, lysine, 
arginine, histidine, serine, threonine, aspargine, glutamine, alanine, valine, leucine, isoleucine, 
proline, methionine, phenylalanine, glycine, cysteine, tyrosine et tryptophane. 

4. Utilisation d'un peptide, selon les revendications 1 et 2, comme agent 
therapeutiquement actif pour traiter les accidents de la circulation du sang dans un corps 
vivant. 

5. ' Un peptide selon la revendication 1 pour son usage therapeutique comme agent 
anticoagulant. 

6. Un peptide selon la revendication 1 pour son usage therapeutique comme agent 
anti-agregant. 

7. Un peptide selon la revendication 1 pour son usage comme agent anticoagulant pour 
la conservation du sang ex vivo et in vitro. 

8. Un peptide selon la revendication 1 pour son usage comme substance 
antithrombotique. 

9. Utilisation d'un peptide selon la revendication 1 comme substance 
therapeutiquement active dans le traitement des thromboses. 

10. Utilisation d'un peptide selon ies revendications 1 et 2 comme agent 
thrombolytique. 

1 1 . Utilisation d'un peptide selon les revendications let 2 comme agent fibrinolytique. 

12. Utilisation d'un peptide selon les revendications 1, 2, 9 et 10 pour la lyse des 
caillots. 

13. Utilisation d'un peptide selon la revendication 1 comme agent prophyiactique pour 
reduire les risques thromboemboliques. 
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15. Utilisation d'un peptide selon la revendication 1 en tant que substance 
therapeutiquement active dans !e traitement curatif et preventif des accidents cardio- 

5 vasculaires. 

16. Utilisation d'un peptide selon ia revendication 1 en tant que substance 
therapeutiquement active dans le traitement curatif et preventif des accidents de circulation 
sanguine dans le cerveau. 

17. Utilisation d'un peptide selon la revendication '1 comme agent therapeutiquement 
10 actif centre 1'atherosclerose. 

18. Utilisation d'un peptide selon la revendication 1 en tant que substance 
therapeutiquement active pour contrecarrer les effets thromboemboliques induits par les 
produits de contraste. 

19. Utilisation d'un peptide selon les revendications 1 et 2 chez les sujets a risque 
15 hemorragique. 

20. Utilisation d'un peptide comme principe actif selon 1'une quelconque des 
revendications 1 a 19 pour la preparation d'une composition ou d'un produit pour le 
traitement du corps humain ou animal. 

22. Une composition galenique selon 1'une quelconque des revendications 1 a 20, 
20 caracterisee en ce qu'elie contient une quantite efficace de peptide dans un support, vehicule ou 
excipient pharmaceutiquement acceptable. 
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Abstract of BE1012712 

The invention relates to the use of a peptide composed of a betainecambined with an amino acid with a 
peptide bond, in order to eliminate orprevent physiopathologica! vascular disorders resulting from 
ischemia andthrombosis. According to the invention, the amino adds that can be combinedwith beiaine 
with a peptide bond are: aspartate, glutamate, lysine,arginine, histidine, serine, theronine, aspargine, 
gluiamine, alanine.valine, leucine, isoleucine, proline, methionine, phenylalanine, glyclne.cyteine, 
tyrosine and tryptophan. The invention relates to the curative andpreventive activity of said peptide in 
the pathogenesis of thromboembolicand haemostatic diseases of arterial or venous origin. Indeed, il 
hasemerged that the administration of a peptide, composed of a betaine combinedwith an amino acid 
by a peptide bond, prevents venous or arterial thrombusformation and exerts a strong thrombolytic and 
fibrinolytic action bydissolving the clot or thrombus already formed. 
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